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VERFAHREN ZUR DIAGNOSE VON ERKRANKUNGEN UNTER 

BESTIMMUNG VON APOLIPOPROTEIN C-1 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Diagnose y 
Fruherkennung, Risikoabschatzung sowie zur Verlauf skontrolle 
von Erkr ankiingen , bei denen in Serum- oder Plasmaproben mensch- 
licher Patienten als Biomarker das Protein Apolipoprotein C-I 
bestiramt wird, sowie die Verwendung von Apolipoprotein C-I als 
therapeutischer Wirkstof f . 

Es ist dabei vorausschickend anzumerken, dass, wenn in der 
nachf olgenden Beschreibung allgemein von "diagnostischen 
Verfahren" gesprochen wird, dieser Begriff in der Regel ver- 
einfachend fur Verfahren zur Diagnose, Fruherkennung, Risiko- 
abschatzung sowie zur Verlauf skontrolle , einschliefilich einer 
therapiebegleitenden Verlauf kontrolle , von Erkrankungen stehen 
soli, es sei denn, es ergibt sich aus dem konkreten Zusammen- 
hang, dass an der jeweiligen Stelle nur Messungen mit speziel- 
len eingeschrankten Zielsetzungen gemeint sind, 

■Ferner ist anzumerken, dass im Kontext der vorliegenden 
Anmeldung der Begriff "Erkrankungen" fiir in der Regel schwere 
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chronische und insbesondere akute Erkrankungen verwendet wi^rd 
und sich nicht auf Storungen des Fett stof f v/echsels , v/ie sie als 
Risikof aktorsn fur die Entwickung eir.er Atheroskleirose 
angesehen werden, besiehen soil. Als "Erkrankiingen" sind 
insbesondere Krebserkrankungen und Sepsis hervorzuheben . Die 
erf indungsgemafie Bestimmung kann jedoch auch im Zusammenhang 
mit diagnostischen Verfahren angewandt werden, die nahere 
Inf ormationen zum Zustand eines Patienten liefern sollen, der 
an anderen Erkrankungen leidet, insbesondere einer akuten Herz- 
erkrankung wie einem Herzinfarkt, Angina Pektoris und einer 
arteriellen Vex'schluss erkrankung, an Diabetes, Morbus Basedow 

und Morbus Chrohn . ) 

> 

Als "Apolipoproteine" werden Proteine bezeichnet, die gemeinsam 
mit Lipiden (Triglyceriden, Cholesterin, Phospholipiden) die 
Lipoproteine bilden. Eine wichtige Funktion der Apolipoproteine 
ist es, den Transport der wasserunloslichen Lipide in Serum und 
Plasma zu ermoglichen . Lipoproteine werden aufgrund ihres 
Wanderungsverhaltens im Dichtegradienten einer Ultrazentrif uge 
vier verschiedenen Dichteklassen zugeordnet : Chylomikronen, 
VLDL (von: very low-density lipoproteins), LDL (von: low- 
density lipoproteins) und HDL (von: high- density lipoproteins) . 
Zusatzlich unterscheidet man eine als Lipoprotein (a) bezeichne- 
te Gruppe. Der Lipidanteil der Lipoproteine ist um so geringer, 
je hoher deren Dichte ist. Lipoproteine unterschiedlicher ' 
Dichteklassen unterscheiden sich nicht nur aufgrund der Menge 
des gesamten vorhandenen Lipidanteils , sondern auch im Hinblick 
auf dessen Zusammensetzung. Den jeweiligen Dichteklasse lassen 
sich ferner auch typische Apolipoproteinprof ile zuordnen. 

Apolipoproteine sind Proteine unterschiedlicher Lange und 
Aminosaurezusammensetzung, die mit GroSbuchstaben A-H bezeich- 
neten Gruppen zugeordnet werden, wobei innerhalb der einzelnen 
Gruppen nochmals zwischen unterschiedlichen Proteinen unter- 
schieden wird, die durch eine angefugte Zahl charakterisiert 
werden. An Stelle der vollstandigen Bezeichnung von z^B. Apo- 
lipoprotein A-I hat es sich eingeburgert , auch einfach nur von 
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Apo A- 1 zu sprechen. Die Primarstrukturen (Aminosauresequensen) 
der verschiedsnen Apolipoproteine sind bekannt , Und fur eine 
Reihe der verschiedenen Apolipoproteine existieren auch Daten 
Oder konkrete Vorstellungen su ihrer raumlichen Struktur, ins- 
besondere in Assoziation mit Lipiden. Genauere Angaben sind der 
einschlag-igen wissenschaf tlichen Literatur entnehmbar . 

Es ist bekannt , im Susammenhang mit der Gewinnung von MeSdaten 
zum Fettstof f wechsel eines Patienten, insbesondere sur Friih- 
erkennung eines Atheroskleroserisikos oder zur Therapie- 
Kontrolle bei der Belnandlung eines Patienten mit lipidsenkenden 
Medikamenten, auch gezielt Apolipoproteine zu bestimmen. Dabei 
macht man sich den Umstand zunutze, dass bestimmte Apolipopro- 
teine ausschlieElich oder wenigstens liberwiegend in Lipo- 
proteinen der einzelnen der oben genannten Lipoprotein- 
Dichteklassen auftreten und deren Spezifitat bestimmen, so dass 
man durch eine Bestimmung des Apolipoproteinteils von Lipo- 
proteinen auch den Anteil der letzteren in einem Serum oder 
Plasma eines Patienten ermitteln kann. 

Es ist auch bekannt, dass bei einzelnen Patienten aufgrund 
erblicher Einfliisse, die die Bildung der Apolipoproteine oder 
djer diese spaltenden Enzyme beeinflussen oder sich als 
Rezeptordef ekte auSern, vom Normalf all abweichende Lipoprotein- 
und auch Apolipoproteinprof ile gefunden werden. Es ist ferner 
bekannt, dass es auch im Gefolge anderer Erkrankungen zu 
Fettstof fwechselstorungen ( sekundaren Dyslipoproteinamien) 
kommen .kann, die temporarer Natur sind und nach Heilung der 
Erkrankung wieder verschwinden (vgl." (20), Seiten 186-189; 
Literaturverweise in Form von Zahlen in Klammern beziehen sich 
auf das beigefugte Literaturverzeichnis) . Soweit die Verande- 
rungen des Fettstof fwechsels sich auch als Veranderungen der 
Apolipoprotein-Zusammensetzungen aufiern, sind in der wissen- 
schaftlichen Literatur in erster Linie solche Veranderungen 
dokumentiert , die die Apolipoproteine A- 1 und A- II betreffen 
und in der Regel abnorme Formen und Konzentrationen der HDL 
widerspiegeln , Als Biomarker fiir die Diagnose von Erkrankungen, 
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fur die bekannt ist, dass sie auch von Fettstof f wechsel- 
storuxigen beglsitet sind, spielen Apolipoproteine jedoch keine 
nennenswerts praktische Rolle. 

Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung geht es um die Bestimmung 
von Apolipoprotein C-I zu diagnostischen Zwecken. Das Apolipo- 
protein C-I geliort zu einer Gruppe von Apolipoproteinen mit 
vergleichweise niedrigem Molekulargewiciit , die als die Apolipo- 
proteine Apo C-I, Apo C-II und Apo C-III bezeichnet werden. Die 
Primarstrukturen dieser drei Proteine sind bekannt (vgl . (1) , 
(2) und, im Hinblick auf Apolipoprotein C-I, insbesondere (3)) . 
Uber die Funktion der Apolipoproteine C-I und C-III ist relativ 
wenig bekannt, und uber Veranderungen der Mengen bzw. Formen 
und Assoziationsf ormen von Apolipoprotein C-I in humanem Serum 
Oder Plasma in Abhangigkeit von bestimmten Krankheitszustanden 
liegen keine dokumentierten Erkenntnisse vor. Reprasentativ fiir 
Publikationen der wissenschaf tlichen Literatur, die Apolipo- 
px-oteine der Gruppe C bzw. Apolipoprotein C-I betreffen, sind 
Verof f entlichungen gemaS (1) bis (18) , wobei insbesondere die 
Arbeit gemaS (11) eine guten Uberblick dariiber liefert, was 
uber die Rolle der Apolipoproteine C im Lipoprotein-Stof f - 
- . wechsel bekannt ist. Zu den fiir Apolipoprotein C-I_ .beschriebe- 
nen biologischen Effekten gehoren in erster Linie die Hemmung 
des Cholesterinester-Transf erproteins (CETP) , die Hemmung des 
dem LDL-Rezeptor (LDLR) zugeordneten Proteins (LRP) und des 
LDLR selbst und des VLDL-Rezeptors (VLDLR) sowie die Aktivie- 
rung der Lecithin-Cholesterin-Acyltransf erase (LCAT) , 

Aus dem Inhalt der genannten Verof f entlichungen sind keine 
Erkenntnisse ableitbar, die eine Bestimmung von Apolipoprotein 
C-I als Biomarker zur Diagnose von Erkr ankungen , wie z.B. 
Sepsis Oder Krebs , ermoglichen oder eine Bestimmung von 
Apolipoprotein C-I in den genannten diagnostischen Zusammen- 
hangen nahelegen wiirden . 

Die vorliegende Erfindung ist das Ergebnis von systematischen 
Forschungsarbeiten der Anmelderin, die zum Ziel haben, Veran- 
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derungen der Proteinzusammensetsung von Patienten mit Sepsis 
su erforschen und die gewonnenen Forschungsergebnisse gezielt 
fiir die Sepsis- und Entziindungsdiagnostik nutzbar zu machen. 

Ausgangspunkt dieser Forschungen war die Feststellung, dass bei 
Sepsis das Prohormon Procalcitonin drastisch erhoht ist und 
dass die Bestimmung von Procalcitonin als Biomarker fiir Sepsis 
zur Diagnose und zur therapiebegleitenden Verlauf skontrolle von 
hohem praktischen Wert ist (vgl . z.B. EP 656 121 Bl) . Weiter- 
fiihrende Erkenntnisse zur Veranderung der Proteinzusammen- 
setzung im Serum oder Plasma von Sepsispatienten, die bei der 
Anmelderin ausgehend von unterschiedlichen Forschungsansat zen 
gewonnen wurden, finden sich beispielsweise • in der veroffent- 
lichten Patentanmeldung EP 1 121 600 . A2 sowie weiteren 
verof f entlichten Patent anmeldungen jiingeren Datums wie 
WO02/085937, WO03/005035, WO03/002600, EP 1 355 158 Al , EP 
1 318 406 Al, EP 1 318 407 Al und EP 1 355 159 Al und zusatzli- 
chen einschlagigen, noch unveroff entlichten Patent anmeldungen 
der Anmelderin. Auf den Inhalt der genannten Patentanmeldungen 
wird' insbesondere im Hinblick auf die Erlauterungen zum 
modernen Verstandnis des Begriffs Sepsis und die Bedeutung der 
Bestimmung von BiomarJcern bei Sepsis verwiesen. 

Da einige der Untersuchungen gezeigt hat ten, dass bei Sepsis 
auch eine Reihe von Biomarkern signifikant erhoht sind, die 
traditionell nur als typische Krebsmarker angesehen wurden 
(vgl. EP 1 318 402 Al , EP 1 318 403 Al , EP 1 318 404 Al und 
EP 1 318 405 Al) wurden zunehmend parallel zur Untersuchung von 
Proben von Sepsispatienten auch Plasma- und Serumproben von 
Patienten beriicksichtigt , die an verschiedenen malignen Turmor- 
erkrankungen litten. In vielen der untersuchten Falle zeigte 
es sich, dass einzelne Biomarker, die bei Sepsis erhoht 
gefunden werden, auch bei Krebspatienten signifikant erhoht 
sind. In zahlreichen Fallen zeigten sich jedoch auch deutliche 
Unterschiede, die es verbieten. Sepsis erkrankungen und maligne 
Tumorerkrankungen in einer simplif izierenden Betracht\ingsweise 
generell als grundsatzlich ahnlich zu behandeln. 
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Die in der vorliegenden Anmeldung beschriebene Erfindung ist 
Resultat eines weiteren Forschungsansat zes zur Ermittlung von 
Proteinen, die sich potentiell als Biomarker fiir diagnostische 
Zwecke eigenen, weil ihre messbaren Mengen bei Sepsispatienten 
und ggf. Patienten, die an anderen schweren Erkrankungen, 
insbesondere entziindlichen Erkrankungen oder Krebserkrankungen, 
leiden, gegeniiber Gesunden signifikant verandert sind. Es 
wurden dazu HPLC-Prof ile von Serum- bzw. Plasmaf raktionen von 
Sepsispatienten mit denen von augenscheinlich gesunden 
Normalpersonen verglichen und signifikante Veranderungen der 
HPLC-Chromatographie-Prof ile einer naheren Priifung unterzogen. 
Diese Untersuchungen lieferten die Ergebnisse, die zur 
Grundlage der vorliegenden Erfindung wurden, namlich dass 
signifikante Veranderungen in den HPLC-Elutionsprof ilen von 
Serum- oder Plasma-Proben von Patienten erkennbar werden, vs/enn 
diese Proben vorher liber eine Saule mit einem Chromatogra- 
phiematerial aufgetrennt vmrden, das in der Lage ist, mit 
hydrophoben bzw. lipophilen Bestandteilen der Probe in Wechsel- 
wirkung zu treten und derartige Bestandteile selektiv zu binden 
("hydrophobe Interaktionschromatographie " ) . Werden die an das 
Chromatographiematerial gebundenden Bestandteile der aufge- 
trennten Probe anschlieSend auf geeignete...Weise eluiert, wird 
eine Subfraktion der ursprunglichen Serum- oder Plasmaprobe er- 
halten, in der Bestandteile, insbesondere auch solche proteini- 
scher Natur, die in der Lage sind, Wechselwirkungen mit 
hydrophoben Oberf lachen einzugehen, selektiv angereichert sind. 
Eine Variante eines solchen Verfahrens in Anwendung auf Lipo- 
proteine ist in (19) beschrieben. 

Die Auftrennung derartiger Fraktionen von Plasmen bzw. Seren 
von Patienten mit Sepsis und anderen Erkrankungen mittels 
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) lieferte die 
der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende uberraschende 
Erkenntnis, dass in den Seren von Sepsis-Patienten und bestimm- 
ten anderen Patienten ein Bestandteil, der in Seren und Plasmen 
gesunder Normalperson.en in deutlicher Auspragung zu finden ist, 
stark vermindert ist oder augenscheinlich vollig f ehlt . Die 
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weiterf uhrenden Untersuchungen zur Natur dieses Bestandteils , 
die nachfolgend genauer beschrieben werden, ergaben, dass es 
sich bei dem signifikant verminderten Bestandteil um Apolipo- 
protein C-I handelt . AnschlieSende weitere Untersuchungen, die 
ebenfalls nachfolgend noch genauer beschrieben werden, fiihrten 
dann zu dem weiteren iiberraschenden Ergebnis, dass Befunde, die 
bei einer ersten vorlaufigen Auswertung fiir eine Parallelitat 
der Veranderungen bei Sepsis- und Krebspatienten sprachen, in 
Wirklichkeit klar gegeneinander abzugrenzen sind und es 
ermoglichen, durch Messung von Apolipoprotein C-I in Serum oder 
Plasma von humanen Patienten Sepsiserkrankungen deutlich von 
Krebserkrankungen zu unterscheiden, was als solches eine 
Erkenntnis darstellt, die fiir diagnostische Zwecke nutzbar 
gemacht werden kann. i 

Es kann als Aufgabe der vorliegenden Erfindung bezeichnet 
werden, einen neuen, fiir diagnostische Bestimmungen geeigneten 
proteinischen Biomarker aufzufinden und fiir diagnostische 
Zwecke nutzbar zu machen, dessen mengenmaSiges Auftreten in 
humanem Serum oder Plasma sich signifikant von den bei 
augenscheinlich gesunden Normalpersonen gefundenen Werten 
unterscheidet und dessen Bestimmung daher ein wertvolles 
diagnostisches Hilfsmittel darstellt. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaS Anspruch 1 gelost. 

Bevorzugte Ausgestaltungen, insbesondere im Hinblick auf 
diagnostische Anwendungen bei Sepsispatienten, Krebspatienten 
und Patienten mit anderen Erkrankungen sind in den Unter- 
anspriichen angegeben . 

Wenn in der vorliegenden Anmeldung bzw. den Anspriichen als zu 
bestimmende Spezies neben Apolipoprotein C-I auch "dessen 
Abkommlinge" erwahnt werden, so sind darunter insbesondere 
Fragment e un(d Aggregate zu verstehen, insbesondere solche, die 
sich bei dem jeweiligen gewahlten Bestimungsverf ahren wie das 
freie Protein A-polipoprotein C-I verhalten. Die " Abkommlinge " 
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koxinen z.B. urn einzelne Aminosauren oder Aminosauresequensen 
v-erkurste Apolipcprotein C-I-Molekule sein, oder auch - z.B. 
durch Aggregation - sterisch oder konf ormat ionell veranderte 
vollstandige Apolipcprotein C-I-Molekule . 

Die neuen Erkenntnisse , die die Verwendung von Apolipcprotein 
C-I als Biomarker ermoglichen, besagen, daE bei Patienten, die 
an einschlagigen Erkrankungen leiden, die erfaSbare Menge an 
Apolipcprotein C-I gegeniiber augenscheinlich gesunden Nor- 
malpersonen stark erniedrigt ist . Daraus laSt sich der SchluS 
Ziehen, daS bei den genannten Erkrankungen Apolipcprotein C-I 
in unzureichenden Mengen gebildet, verbraucht und/oder anormal 
gebunden wird, was sich im Vergleich mit Gesunden als Mangel 
an Apolipcprotein C-I interpretieren laSt . 

Gemafi einera weiteren Aspekt betrifft die Erf indung daher auch 
die Verwendung von Apolipcprotein C-I als Therapeutikum zur 
Behandlung von krankheit sbedingten A.pclipoprotein C-I-Mangelzu- 
standen bzw. zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung 
von Erkrankungen, die sich auf der diagnostischen Ebene durch 
eine signifikante Verminderung der messbaren Mengen an 
Apolipcprotein C-I zu erkennen geben. 

Diese Aspekte der Erf indung sind Gegenstand von Anspruch 10. 

Alle eingangs und in den Anspruchen, auf die Bezug genommen 
wird, wiedergegebenen Sachverhalte und zu schiitzenden Lehren 
warden nachfolgend unter Bezugnahme auf experimentelle Daten 
und zugehorige Figuren noch naher erlautert, wobei gleichzeitig 
die Bedeutung einzelner, in der vorliegenden Beschreibung ver- 
wendeter Begriffe noch erganzend erlautert wird. Auf die 
nachf olgenden Ausfiihrungen wird daher zur Auslegung der 
Patentanspriiche und zur Prazisierung der bisherigen allgemeinen 
Ausfiihrungen ausdriicklich Bezug genommen. 
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In den Figuren zeigen: 

Fig. 1 die Elutionsprof ile der Reversphasen C18 HPLC von • 

Serum- bzw. Plasma-Fraktionen, die mit Essigsaure 
(5 0 mM) aus Octylsepharose-Chx-omatographiesaulen 
eluierbar waren, die rait Seren bzw. Plasmen von (a) 
augenscheinlich gesunden . Normalpersonen, (b) Pa- 
tienten mit verschiedenen malignen Tumor -Erkiran- 
kungen und (c) von Sepsis-Patienten beschickt worden 
waren, nach einem zwischengeschalteten Waschen der 
beladenen Saulen mit phosphatgepuf f erter Salzlosung 
(PBS) . 

Fig. 2 durch Peakintegration von HPLG-Elutionsprof ilen des 

in Fig. 1 gezeigten Typs erhaltene Relativmengen an 
eluierbarem Apolipoprotein C-I in Proben von augen- 
scheinlich gesunden Normalpersonen und Patient en, 
die an Erkrankungen unterschiedlichen Typs litten 
(Sepsis, Tumor, Herzinfakt, Angina Pektoris, arte- 
rielle VerschluSerkrankungen, Morbus Crohn, Morbus 
Basedow, Autoimmiinthyreoiditis , Diabetes Typ I, 
• . • Diabetes Typ II, rheumatoide Arthritis, Al.zheimer 

Krankheit, HIV positive Seren; jeweils unabhangig 
klinisch abgesicherte Diagnosen) . 



Fig. 3 die Standardkurve eines mit zwei affinitats- 

gereinigten polyklonalen Apolipoprotein C-I-Anti- 
korpern arbeitenden Sandwich- Immunoassays , wie sie 
unter Verwendung von synthetischem Apolipoprotein C- 
I als Standard erhalten wird. 

Fig. 4 die Ergebnisse der direkten Bestimmung von Apolipo- 
protein C-I in Seren und Plasmen von augenscheinlich 
gesunden Normalpersonen, Sepsis-Patienten und Tumor- 
Patienten unter Verwendung eines Apolipoprotein C-I- 
Sandwich- Immunoassays , von dem eine typische Eich- 
kurve in Fig. 3 gezeigt ist'; und 
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Fig. 5 die Ergebnisse einer Wiederholung der Messungen, 

dsren Ergebnisse in Fig. 4 gezeigt sind, nachdem die 
jeweiligen Proben mit Octylsepharose behandelt 
worden waren . 

Bescinreibung der dur-ctigef lilirten Versuciie und deir eriia.ltenerL 
Ergebnisse 

A.. CHROMATOGRAPKISCHE mTTERSUCHUNGEN 

1. Gewinnunq von Serum- oder Plasma-Fraktionen , die die an 
hydrophobe Qberflachen bindenden und von diesen eluierbaren 
Bestandteile von humanem Serum/Plasma enbhalten 

\ 

m 

Proben von jeweils 0,5 ml von Seren/Plasmen von augenscheinlich 
gesiinden Normalpersonen und von Patienten, die an einer Reihe 
von unabhangig klinisch diagnostizierten Erkrankungen litten, 
wurden mit 0,5 ml Octylsepharose -Chromatographiematerial 
(Bezugsquelle : Pharmacia; 0,25ml gepacktes Material, gewaschen 
in PBS) in PBS vermischt und 10 min bei Raumtemperatur bei 
leichtem Schutteln inkubiert. AnschlieSend wurde die Mischung 
in eine Polypropylensaule (Durchmesser 5 mm) gefiillt, und durch 
Waschen mit 2 0 ml PBS wurden die ungebundenen Substanzen von \ 
den an das Octylsepharosematerial gebundenen Substanzen 
getrennt , 

Die Desorption der an das Octylsepharosematerial gebundenen 
Substanzen (Proteine) erfolgte durch Elution mit 50 mM 
Essigsaure (pH 2,5) . 

2 . Reversphasen CI 8 HPLC 

Das aus den Octylsepharosesaulen gewonnene Essigsaureeluat 
wurde jeweils direkt mittels Reversphasen CIS HPLC uber eine 
/X Bondapak C18-Saule (3,9 x 300 mm, Millipore, Waters) analy- 
siert - 
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Fur die HPLjC-Chromatographie wurden Gradient en aus einem Ljauf- 
mittel A (Mischung aus 95 Vol . -Teilen- Wasser , 5 Vol . -Teilen 
Acetonitril, 0,1 Vol . -Teil Trif luoressigsaure) und einem 
Laufmittel B (10 Vol. -Telle Wasser, 90 Vol . -Telle Acetonitril, 
0,1 Vol. -Telle Trif luoressigsaure) verwendet . 

Nach dem Auftragen des Essigsaureeluats auf die HPLC-Saule 
erfolgte die Analyse in folgendem Gradienten aus Laufmittel 
A/Lauf mittel B: 

t = 0-5 min von 100/0 .(A/B) nach 65/35 (A/B) 
t = 5-20 min von 65/35 (A/B) nach 40/60 (A/B) 
t= 20-22 min von 40/60 (A/B) nach O/lOO (A/B) . 

Die Durchf lufigeschwindigkeit betrug 1 ml /min. Der Saulenausf luS 
wurde kont inuierlich auf Absorption bei 214 nm vermessen. 

Fig. 1 zeigt drei typische Elutionsprof ile fur Fraktionen aus 
Pi-oben von augenscheinlich gesunden Normalpatienten (a) , von 
Patienten mit unterschiedlichen Tumorerki-ankungen (b) , und von 
Patienten mit Sepsis (c) . 

Uberraschend zeigte sich, dafi die HPLC-Elutionsprof ile der 
genannten Personengruppen sich deutlich und systematisch von 
einander unterschieden . Die fur die vorliegende Anmeldung 
entscheidende Bande ist dabei diejenige, die bei 17,05 min 
eluiert wird. 

Diese Bande wurde mittels Peakintegration fur alle untersuchten 
Serum- und Plasmaproben relativ quantif iziert , und die auf 
diese Weise ermittelten relativen Substanzmengen fur eine 
Vielzahl von Kontroll- und Patient enproben sind graphisch in 
Abbildung 2 dargestellt. Im einzelnen wurden folgende Proben 
untersucht : 

42 Proben von Tumor- Patienten (9 x Darmkrebs, 7 x Bronchial - 
karzinom, 13 x Mammakarzinom, 8 x Ovarialkarzinom, 5 x Pan- 
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kreaskarzinom) , 22 Proben von Sepsis-Patienten, 7 Proben von 
Kerzinf akt-Patienten (Ki) , 4 Proben von Patienten mit Angina 
Pektoris (APe) , 5 Proben von Patienten mit arteriellen 
VerschluEkrankheiten (AVK) , 6 Proben von Patienten mit Morbus 
Crohn (MC) , 11 Proben von Patienten mit Morbus Basedow, 4 
Proben mit Patienten mit Autoimmunthyreoiditis (AIT) , 10 
Proben von Patienten mit Diabetes Typ I (D-Typ 1) , 6 Proben 'mit 
Patienten mit Diabetes Typ II (D-Typ II) , 3 Proben von 
Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) , 2 Proben von 
Patienten mit Alzheimer (AD) und 6 Proben von HIV-positiven 
Patienten) . 

Wie Fig. 2 sofort entnehmbar ist, werden fiir Proben von 
gesunden Normalpersonen deutlich positive Werte fiir die 
Siibstanz gefunden, die dem verraessenen Peak bei 17,05 min 
entspricht. In den Proben Erkrankter, und zwar ganz besonders 
deutlich in den Proben von Sepsis-Patienten, Tumor -Patient en, 
Patienten mit den manif esten/akuten Herzerkrankungen (Hi, APe, 
AVK) sowie Patienten mit Morbus Crohn werden hoch signifikant 
erniedrigte Anteile der gleichen Substanz gemessen. Auch fiir 
Patienten mit Diabetes Typ I und Diabetes Typ II werden 
gegenuber Gesunden signifikant, werni auch nicht- im gleichen 
MaSe erniedrigte Werte gefunden. Fiir Patienten mit Morbus 
Basedow, Autoimmunthyreoidis , rheumatoider Arthritis, Alz- 
heimer-Krankheit sowie fur HIV-positive Patienten sind die 
entsprechenden Konzentrationsabweichungen geringer bzw . 
statistisch nicht signifikant. 

Die fiir die einzelnen Proben- Gruppen erhaltenen Mittelwerte der 
gefundenen Relativmengen sind in der nachf olgenden Tabelle 
zusammengef aSt : 
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Probeiia.r t 



Mi ttelwert 

(relative Absorptions - 
einiiei ten) 



Kontrollen 

Sepsis 

Tumor 

Herzinf akt 
Angina Pektoris 

A.rterielle VerschluSerkanknngen 
Morbus Crohn 
Morbus Basedow 

Au t o i mmun t hy r e o i d i t i s 
Typ I Diabetes 
Typ II Diabetes 
Rheumatoide Arteritis 
Alzheimer 
HIV positiv 



440 
480 



180 
200 



320 
1130 



1130 



80 
80 



30 

80 
80 



140 



640 



3 ■ Identif izieruno der zur Proben-Chara-kterisierung 
verwendeten Bande (bei 17,5 min eluierende Bande) 

Zur Identif izierung v/urde die dieser Bande entsprechende 
eluierte Substanz aufgef angen, getrocknet (speed vac) und einer 
Pept id-Analyse unterzogen. Bei einer Sequenz -Analyse des IST- 
Terminus vmrde die Sequenz TPDVS ermittelt. Das mittels 
Massenspektrum (ESI MS) ermittelte Molekulargewicht betragt 
6 630 ±_ 15 D. Diese Ergebnisse korrelierten eindeutig mit den 
bekannten Daten fur das humane Apolipoprotein C-I (vgl. z.B. 
(3)), das die Peptid-Sequenz gemaS SEQ ID No . 1 aufweist (vgl . 
auch SWISS PROT Accession No. 3660227) und ein theoretisches 
Molekulargewicht von 6627 D aufweist. 

Nach der Trypsin-Verdauung der Substanz und anschlieSender 
Massenspektroskopie (ESI MS; "Trypsin-Fingerprint ing" ) 
bestatigte sich die getroffene Zuordnung vollstandig. 

Das auf die beschriebene chromatographische Arbeitsweise be- 
stimmbare Apolipoprotein c-I wird im Rahmen der vorliegenden 
Anmeldung auch als "freies Apolipoprotein C-I" bezeichnet . Es 
weist die Eigenschaf ten auf, aus einer Serum- oder Plasma-Probe 
(in PBS Verdunnung) heraus an hydrophobe Molekulstrukturen, 
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2.B. die Octylreste eines hydrophoben Octylsepharose-Chro- 
matographier -Material s , gebunden zu werden, von dera es unter 
typischen Bedingiingen fur die Elution von Proteinen, ins- 
besondere mit verdiinnter Essigsaure, eluiert werden kann. Die 
Verwendung des Begriffs "freies Apolipoprotein C-I" bedeutet 
jedoch nicht notwendigerweise , daS das durch hydrophobe 
Interaktionschromatographie abtrennbare Material in den 
Ursprungsproben vollig frei vorliegen muss. Assoziate bzw. 
Aggregate, auch mit Lipiden, die unter den Versuchsbedingungen 
beim Kontakt mit Octylsepharose unter Bindung des Apolipo- 
proteins C~l an das Chromatographiermaterial aufgebrochen 
werden, sind ebenfalls als "freies Apolipoprotein C-1" im Sinne 
der Verwendung dieses Begriffs in der vofliegenden Anmeldung 
fenzusehen. 

Die "hydrophoben Molekulstrukturen" konnen soniit auch Telle der 
Oberflache eines hydrophoben Chromatographiematerials sein, Sie 
konnen aber auch einzelne Molekule mit hydrophoben Strukturbe- 
reichen sein, uber die eine Bindung eines solchen Molekuls an 
Apolipoprotein C-I erfolgen kann, z.B. Molekule mit hydrophoben 
Strukturen, die markiert werden k.6iine.n und z.B. in homogenen 
Assays zur Markierung von Apolipropotein C-I in einer Prpben- 
flussigkeit dienen konnen.. Die Fahigkeit zur Bindung an 
"hydrophobe Molekulstrukturen" ist dann vorhanden, wenn die fur 
eine solche Bindung zur Verfiigung stehenden Bereiche des 
Apolipoproteins C-I in der Probe nicht durch andere Substanzen 
blockiert sind, z.B. die Lipide in Lipoproteinen . Selbst wenn 
z.B. davon gesprochen wird, dass man solche Anteile an 
Apolipoprotein C-1 bestimmt, die an Octylsepharose binden, 
bedeutet das nicht, dass man bei der Bestimmung tatsachlich 
eine Bindung an Octylsepharose ausnutzen muss. Eine solche 
Angabe ist vielmehr als Charakterisierung der zu bestimmenden 
Substanz zu verstehen, auch wenn diese nach ganz anderen 
Verfahren bestimmt wird. Z.B. kann das entsprechende Apolipo- 
protein C-I das gleiche sein, das auch, wie nachfolgend 
beschrieben, mittels eines Immunoassays bestimmt wird. 
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B- XlyliyrUNDIAGNOSTISCHE DIREKTBESTI>I]yrONGE2sr VON APOLIPOPROTiiilN C-I 



XjSj SERiiiN/jr'LASi'jJiN 



1. Apolipoprotein C~ I-Irnmunoassav 

Fur die direkte immundiagnostische Bestimmung von Apolipo- 
protein C-I im Serum wurde aus den nachfolgend besciiriebenen 
Bestandteilen ein Immunoassay vom Sandwich-Typ auf gebaut : 

a) Coated Tubes: Polystyrolrohrchen (Greiner) wurden mit einem 
kommerziell erhalt lichen polyklonalen af f initatsgereinigten 
Antikorper gegen Apolipoprotein C-I (Bezugsquelle : Acris 
Antibody, Bad Neuheim, Deutschland) beschichtet . Der Antikorper 
war nach Herstellerangaben durch Immunisierung von Kaninchen 
mit humanen Apo C-I erhalten und liber eine Sepharose-Af f i- 
nitatssaule mit humanem Apolipoprotein C-I aufgereinigt worden. 
Zur Beschichtung wurden 0,2 /ig Antikorper in 300 /xl PBS an 
Polystyrolrolirchen (Greiner, Deutschland) gebunden, die mit 
Schaf -Anti -Kaninchen IgG- Antikorper (Sigma) beschichtet waren. 
Die Bindung wurde nach 18 Stunden bei Raumtemperatur beendet . 
AnschlieSend wurden die Rohrchen 2 mal mit je 3 ml 0,5% 
Rinderserumalbumin (BSA) in-PBS- gewaschen . Nach ihrer Trocknung 
in Vakuum wurden die Rohrchen als Festphase fur den Apolipopro- 
tein C-I- Immunoassay verwendet . 

b) Akridiniumester-markierter Antikorper: 10 0 ^9" eines anderen 
Antikorpers gegen humanes Apolipoprotein C-I (aus Kaninchen; 
Bezugsquelle : Academie Bio-Medical Company, Texas, USA) in 10 0 
111 PBS wurden mit 10 fig Akridinium-NHS-Ester (in 10 [il 
Acetonitril) umgesetzt, Nach einer 10-minutigen Inkubation bei 
Raumtemperatur erfolgte die Reinigung des markierten Antikor- 
pers unter AJDtrennung unumgesetzter Bestandteile der Reaktions- 
mischung durch HPDC an SW 300 (waters) . Fur seine Verwendung 
im Immunoassey wurde der markierte Ajatikorper in PBS mit 0,5% 
BSA. und 1 mg/ml Kaninchen IgG zur Absattigung der Rohrchenwande 
auf ca. 1 Mio. RI.U/300 /il (RLU = relative Lichteinheiten) 
eingestellt. 
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2 . p-urchruhruiiQ der immundiaanostischen Besliimmuna von Apoli- 
poprotein C-I in Serum- bzw. PlasxTia-Proben 

Serum- bzw. Plasmaproben wurden 1:10 000 mit PBS, 0,5% BSA 
verdunnt . Davon wurden jeweils 300 fxl in die mit dem immobi- 
lisierten Antikorper beschichteten o.g. Rohrchen pipettiert und 
anschlieSend fur 4 Stunden bei Raumtemperatur unter Schiitteln 
(300 U/min auf einem Heidolph-Kreisschuttler ) inkubiert. Der 
Rohrcheninhalt wurde anschlieSend mit PBS ausgewasciien (4- 
maliges Befiillen und Dekantieren mit jeweils 1 ml PBS) , und. an 
die Rohrcbenwand gebundenes Apolipoprotein C-I wurde innerbalb 
von 2 0 Stunden bei Raumtemperatur und 3 00 U/min mit 3 00 ^tl je 
Rohrchen des akridiniumestermarkierten Anti-Apolipoprotein C-I- 
Antikorpers umgesetzt. Danach wurde ungebundener markierter 
Antikorper durch 5-maliges Waschen mit je 1 ml PBS entfemt, 
und die verbleibende Chemiliimineszenz wurde auf bekannte Weise 
in einem Berthold Liuminometer 952 T gemessen. 

Zur Kalibrierung des Assays wurde ein syxithetisches Apolipo- 
protein C-I verwendet . Eine typische Standardkurve , wie sie fur 
den obigen Assay erhalten wird, ist in Fig. 3 gezeigt . 

3 ■ Ergebnisse 

Mit Hilfe des beschriebenen Immunoassays vom Sandwich-Typ 
wurden Kontrollseren von augenscheinlich gesunden Normalper- 
sonen, wie sie auch bei den chromatographischen Untersuchungen 
verwendet wurden, sowie Sepsis und Tumorproben vermessen. Die 
Messungen der Proben von Sepsis-Patienten bestatigen . im 
wesentlichen die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen, indem fur 
Apolipoprotein C-I gegenuber Normalpersonen signifikant 
verminderte Mefiwerte erhalten wurden. Bei der Messung von 
Proben von Tumor -Patient en, fiir die bei den chromatographischen 
Untersuchungen ebenf alls verminderte Konzentrationen ermittelt 
wurden, wurden jedoch tendenziell erhohte MeSwerte erhalten. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 4 graphisch dargestellt. 
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Zur Uberprufung der Frage, ob die unterschiedlichen Ergebnisse 
fiir Tuuiorpatienten bei den chroma tographisc hen Bsstimmungen 
einerseits und den immundiagnostischen Best immungen anderer- 
seits auf den vorausgegangenen Selektionsschritt mittels 
hydrophober Int erakt ions chroma tographi e zuruckzuf iihr en war , 
wurden die im Immunoassay gemessenen Proben vor einer weiteren 
Bestimmung zur Bindung "freier" Anteile an Apolipoprotein C-I 
mit Octylsepharose behandelt . 

4. Behandlung der Proben mifc Qctvlsepharose 

15 0 fil von den gleichen Serum- bzw. Plasmaproben, die wie 
beschrieben im Immunoassay vermessen worden waren, wurden mit 
200 fil Octylsepharose (Pharmacia, 50 /xl Gel in PBS) vermischt, y 
fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln 
inkubiert, wonach die Octylsepharose mit daran gebundenen 
Apolipoprotein C-I-Anteilen durch Zentrif ugieren (15 min bei. 
2.000 G) abgetrennt wurde - Der erhaltene Uberstand wurde 1:5000 
in PBS/0,5% BSA verdiinnt und anschlieSend, wie oben beschrie- 
ben, in dem Immunoassay vermessen. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Fig. 5 gezeigt, Es ist zu 
erkennen, daS durch die Behandlung mit Octylsepharose das 
gesamte "freie" Apolipoprotein C-I, das bei der Me s sung mit dem 
beschriebenen Immunoassay, vom Sandwich-Typ erfaSbar ist, an die 
Octylsepharose gebunden worden war, so dass im Uberstand kein 
Apolipoprotein C-I mehr nachweisbar war. Ahnliche Beobachtungen 
wurden fiir die behandelten Sepsis -Proben gemacht , indem der 
groSte Anteil der im Vergleich zu den Normalproben bereits 
stark verminderten Mengen' an bestimmbarem Apolipoprotein C-I 
durch die Behandlung mit der Octylsepharose aus der Probe 
entfernt wurde. 

Uberraschenderweise wux'de das in einem Immunoassay der 
beschriebenen Art bestimmbare Apolipoprotein C-I durch die 
Behandlung mit Octylsepharose jedoch nicht aus den Proben von 
Tumorkranken entfernt . 
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C. DISKUSSION 

Die geschilderten Befunde zeigen, daS wenigstens ein groSer 
Anteil dss Apolipoproteins C-I in Seren bzw. Plasmen von Tumor- 
Patienten in einer Form vorliegt, in der es seine Bindefahig- 
keit an hydrophobe Oberflachen verloren hat, in einem Immunoas- 
say als Immunreaktivitat jedoch noch bestimmbar ist . Eine 
mogliche Erklarung fur diese Beobachtungen ware, dafi bei dam 
in Seren von Tumorpatienten vorkommenden Apolipoprotein C-I die 
fiir hydrophobe Wechselwirkungen zur Verfiigung stehenden 
Molekulbereiche abgesattigt bzw. blockiert sind, und zwar durch 
Bindungspartner , die von der Octylsepharose nicht verdrangt 
werden konnen. Die Natur dieser Bindungspartner ist derzeit 
noch unbekannt. Es ist jedoch nicht auszuschliefien, daS es sich 
urn tumorspezif ische Substanzen handelt, die als solche oder 
aufgrund der Inaktivierung hydrophober Bindungspartner, wie 
z.B. von" Apolipoprotein C-I, fur die Tumor entwicklung eine 
wichtige Rolle spielen, z.B. durch eine negative Beeinf lussung 
der natiirlichen Immunantwort oder durch aktive Forderung des 
Tumorwachstums . Obwohl in den auf immundiagnostischem Wage 
untersuchten Proben keine signifikante Verminderung des 
Apolipoprotein C-I-Anteils faststellbar ist, zeigen die 
parallelen chromatographischen Untersuchungen, daS dieses nicht 
im o.g. Sinne "frei", sondern in einer anderen Form mit 
verminderter Bindef ahigkeit an hydrophobe Bindungspartner 
vorliegt. "Freies", d.h. an hydrophobe Bindungspartner • 
bindendes Apolipoprotein C-I ist dagegen, wie bei den anderen 
Erkrankungen wie z.B. Sepsis, in Seren von Tumorpatienten 
vermindert . 

Es kann aufgrund der geschilderten Befunde vermutet werden, daiS 
es fur Tumorpatienten vorteilhaft ist, die bei ihnen gestorte 
Balance im Sinne eines verminderten Anteils an "freiem" 
Lipoprotein C-I durch exteme Zufuhr von Apolipoprotein C-I 
auszugleichen, und damit das Kranheitsgeschehen positiv zu 
beeinf lussen, z.B. indem die tumortypischen Bindungspartner 
durch externes Apolipoprotein C-I abgesattigt werden und 
zusatzliches freies Apolipoprotein C-I bereitgestellt wird. 
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Bine ahnliche Annahme, namlich daS eine externe Zufuhx von 
Apolipoprotein C-I zum Ausgleich eines gestortes Spiegels an 
"freiem" Apolipoprotein C-I vorteilhaft ist, gilt auch fur die 
anderen Erkr ankungen , z.B. den Fall einer Sepsis. 1st bei Sep- 
sis die Produktion von Apolipoprotein C-I gestort, kann eine 
externe Zufuhr einen dadurch bedingten Mangel ausgleichen. 1st 
die Verminderung an "freiem" Apolipoprotein C-I im Serum/Plasma 
eines Patienten bei Sepsis darauf zuruckzuf uhren, dafi das 
Apolipoprotein C-I durch Bindung an pathologische Gewebs- 
str-ukturen oder ggf . unlosliche bakterielle Strukturen aus dem 
Kreislauf entfernt wird, kann eine externe Zufuhr von Apolipo- 
protein C-I den entstandenen Mangel ausgleichen bzw. eine 
Absattigung der Bindungsstellen im pathologischen Gewebe oder 
an den Bakterienstrukturen bewirken. Durch Ubex"wachung der 
durch externe Zugabe erhohten Konzentration an freiem Apolipo- 
protein bzw. als Imraunreaktivitat bestimmbarem Apolipoprotein 
in Blutproben des behandelten Patienten kann die jeweils 
erf orderliche Menge auf einfache Weise uberwacht warden. 

Damit macht die vorliegende Erfindung auch eine neuartige 
therapeutische Nutzung von Apolipoprotein C-I, oder von 
geeigneten Derivaten oder sein physiologisches Verhalten 
simulierenden Verbindungen zur Behandlung von Krebs , Sepsis und 
anderen Erkr ankungen , die mit einer Verminderung des nachweis- 

« 

baren freien Apolipoproteins C-I gegeniiber Gesunden verbunden 
sind, moglich. 
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Patentanspriich-e 

1. Verfahren zur Diagnose, Fruherkeimung, Risikoabschatsung 
sowie zur Verlauf skontrolle von Erkrankungen, dadurch gekenn- 
zsichnet, dass man in einer Serum- oder Plasmaprobe eines 
humanen Patienten den Gehalt an Apolipoprotein C-I und/oder an 
dessen Abkommlingen bestimmt und aufgrund eines signif ikant vom 
fur gesunde Noirmalpersonen ermittelten Wertebereich abweicben- 
den Ergebnisses der Bestimmung auf das Vorliegen einer 
Erkrankung schliel!»t , 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
man denjenigen Anteil des gesamten in einer Probe vorhandenen 
Apolipoproteins C-I bestimmt, der die Fahigkeit zur Bindung an 
hydrophobe Molekiilstrukturen aufweist ("freies Apolipoprotein 

C-I" ) . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
man denjenigen Anteil des gesamten in einer Probe vorhandenen 
Apolipoproteins C-I bestimmt, der durch direkte Bestimmung in 
der Probe mit einem Immunoassay von Sandwichtyp erfaSbar ist 
("Apolipoprotein C-I-Immunreaktivitat " ) . 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet , dass man es zur Diagnose, Fruherkennuing , 
Risikoabschatzung sowie zur Verlauf skontrolle von Erkrankungen 
durchfiihrt, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die aus Krebs- 
erkrankungen. Sepsis, akuten Herzerkrankungen, Diabetes, Morbus 
Basedow und Morbus Crohn besteht . 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet , dass man es zur Diagnose, Friiherkennung, 
Risikoabschatzung sowie zur Verlauf skontrolle von Sepsis 
durchfiihrt und einen gegenuber gesunden Normalpersonen signi- 
fikaten verminderten Anteil an Apolipoprotein C-I, das an 
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hydrophobe Molekiilstrukturen bindet ("freies Apolipoprotein C- 
I") , und/oder eine verminderten Apolipoprotein C-I-Immvmreakti- 
vitat in einer Serum- .oder Plasmaprobe des Patienten mit einem 
septischen Zustand korreliert . 

6 Verf ahren nach einem der . Ansprxiche 1 bis 4 , dadurch 
gekennzeichnet, dass man es zur Diagnose, Friiherkennung , 
Risikoabschatzung sowie zur Verlauf skontrolle einer Krebs- 
erkrankung durchfiihrt und einen gegenuber gesunden Normalperso- 
nen signifikant verminderten Anteil an Apolipoprotein C-I, das 
an hydrophobe Molekiilstrukturen bindet ("freies Apolipoprotein 
C-I"), sowie eine erhohte Apolipoprotein C-I-Immunreaktivitat 
in einer Serum- oder Plasmaprobe des Patienten mit einer Krebs- 
erkrankung korreliert. ' 

7. Verf ahren nach Anspruch 6 , dadurch gekenzeichnet, dass man 
im Falle der Feststellimg einer erhohten Apolipoprotein C-I- 
Immunreaktivitat in einer Serum- oder Plasmaprobe eines 
Patienten den MeSwert durch eine zusatzlichen Kontrollbestim- 
mung uberpruft, bei der gepruft wird, ob der Wert fur die 
ermittelbare Immunreaktivitat in der Probe durch Behandlung der 
Probe mit einem Adsorptionsmittel mit hydrophoben Oberf lachen 
signifikant verandert wird, und dass man dann, wenn der Wert 
nicht Oder nicht signifikant vom urspriinglichen Mefiwert 
abweicht, mit hoher Wahrscheinichkeit auf das Vorliegen einer 
Krebserkankung schliefit . 

8. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass man Apolipoprotein C-I, das an hydrophobre 
Molekiilstrukturen bindet ( "freies Apolipoprotein C-I" ) , dadurch 
bestimmt, dass man eine Serum- • oder Plasmaprobe einer hydro- 
phoben Interaktions-Chromatographie unterwirft, bei der Apoli- 
poprotein C-I an das Chromatographiematerial gebimden wird, und 
anschlieSend Apolipoprotein C-I in der eluierten Proteinfrak- 
tion bestimmt. 
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9, Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , dass 
man als Chromatographiematerial Octylsepharose vervv'endet, nicht 
gebundene Bestandteile der Proben durch Waschen des Chroraato- 
graphiematerials entfernt, die gebundenen Proteins mit einer 
verdiinnten Saure, insbesondere Essigsaure, eluiert und danach 
die Menge an Apolipopx-otein C-I im Eluat mittels HPLC und/oder 
immundiagnostisch bestimmt, 

10. Verwendung von Apolipoprotein C-I zur Herstellung eines 
per Injektion zu verabreichenden Medikaments zur therapeuti- 
schen Behandlung von Sepsis oder von Krebserkrankungen . 
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